



















Abstract: Periodontitis  (PD)  shows  an  association with  rheumatoid  arthritis  (RA)  and  systemic 
inflammation.  Periodontal  pathogens,  namely  Porphyromonas  gingivalis  and  Aggregatibacter 
actinomycetemcomitans,  are  proposed  to  be  capable  of  inducing  citrullination  of  peptides  in  the 
gingiva, inducing the formation of anti‐citrullinated protein antibodies (ACPAs) within susceptible 
hosts.  Here,  we  sought  to  investigate  whether  periodontal  treatment  influenced  systemic 
inflammation and antibody titres to P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia and 
ACPA in 42 systemically health patients with periodontal disease. Subgingival plaque and serum 
samples were collected  from study participants before  (baseline) and 90 days after  treatment  to 
analyse the abundance of specific bacteria and evaluate anti‐bacterial antibodies, C‐reactive protein 
(CRP),  tumour  necrosis  factor  α  (TNF‐α),  interleukin  6  (IL‐6)  and ACPA  in  serum.  Following 
treatment,  all  patients  showed  reduced  periodontal  inflammation.  Despite  observing  a  weak 
positive correlation between CRP and IL‐6 with periodontal inflammation at baseline, we observed 
no significant  reductions  in any  indicators of systemic  inflammation 90 days after  treatment.  In 
contrast, anti‐P. gingivalis IgG significantly reduced post‐treatment (p < 0.001, Wilcoxon signed rank 
test), although no changes were observed for other antibody titres. Patients who had detectable P. 






Periodontitis  (PD)  is  a  chronic  inflammatory  disease  characterised  by  diverse 
dysbiotic  microbial  communities  and  an  aberrant  immune  response,  resulting  in 
irreversible destruction of the tooth supporting apparatus and ultimately tooth loss [1]. 
Although previously  thought  to  be  limited  to  the  oral  cavity, PD  has  been  linked  to 
systemic  diseases  with  complex  pathogenesis  involving  inflammation  and  immune 
dysregulation, such as diabetes, cardiovascular disease and rheumatoid arthritis (RA) [2–
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of  neighboring  organisms  [5].  Such  species  include  Porphyromonas  gingivalis  and 













predictive  factor  for  the  development  of  RA,  as well  as  the  disease  progression  and 
prognosis of the disease [11]. ACPAs can be detected several years prior to the clinical 




triggers  for  the  formation of ACPAs  as both bacteria have been  shown  to  expose  the 
immune  system  to  citrullinated  epitopes.  It has  been hypothesised  that  in  genetically 
predisposed patients,  exposure  to  citrullination  in  the gingival  tissues  could  induce  a 
breach of immunological tolerance, resulting in the development of autoantibodies [16–
18]. 
The presence  of  serum  anti‐bacterial  IgG  antibodies directed  against  periodontal 
pathogens has been suggested as a potential serological diagnostic tool for PD [19] Several 
studies have shown elevated levels of these antibodies in patients with PD compared with 
healthy  controls,  especially  directed  against  P.  gingivalis  [20–22].  In  contrast,  others 
suggest  anti‐bacterial  antibodies  directed  against  periodontal  pathogens  are  only 
modestly associated with PD [20]. Furthermore, the true sensitivity and specificity of the 




Non‐surgical  periodontal  therapy  (NST)  involves  the mechanical debridement  of 
supra‐  and  subgingival  plaque  and  aims  to  disrupt  microbial  biofilms  and  reduce 
inflammation. NST  has  been  shown  to  be  an  effective method  of  improving  clinical 
periodontal parameters [23], and there is a noted increase in presence of health‐associated 
bacteria  following  treatment  [24,25].  The  complex  relationships  between  the  oral 
microbiome,  local  inflammation  in  the  mouth,  systemic  inflammatory  and  antibody 
responses  remain poorly understood. Understanding how  these  factors  interact  could 
help understand  the  link between periodontitis  and  systemic diseases  and potentially 
identify  novel  preventative  or  therapeutic  opportunities.  We  sought  to  investigate 
whether—alongside changing clinical and microbiological changes following periodontal 
treatment —there are  changes  in  systemic  inflammation, anti‐bacterial antibody  titres, 
and anti‐citrullinated protein antibody titres. The aim of this longitudinal study was to 
investigate the effect of routine NST on systemic anti‐bacterial titre, markers of systemic 
inflammation,  ACPA  titre  and  the  subgingival  plaque microbiome,  and  explore  any 
associations between these parameters in a cohort of patients with PD. Patients with PD 












Wilcoxon Signed Rank  test), with a  treatment  response commensurate with a  recently 
published  systematic  review  [23].  Similar  improvements  were  observed  for  the 













CI:  0.036  to  0.593,  p  =  0.025).  Interestingly,  a weak negative  correlation was observed 
between anti‐A. actinomycetemcomitans IgG and PISA (r = −0.315, 95% CI: −0.574 to 0.001, p 
= 0.045), while a weak positive correlation was observed between ACPA and full‐mouth 
















Having  observed  a  weak  relationship  between  periodontal  and  systemic 
inflammation, we next sought  to assess whether NST  impacted systemic  inflammatory 
markers  (CRP,  IL‐6,  TNF‐α).  However,  despite  consistent  reductions  in  periodontal 
inflammation, we  observed  no  significant  change  in  any  systemic marker  following 
treatment (Figure 2A–C). Given that patients within this study displayed varying degrees 
of disease severity at baseline, and as such,  the reduction  in periodontal  inflammation 
varied following treatment, we hypothesized that these results may be skewed by patients 
with only a  small  change  in  their periodontal  inflammation. To evaluate whether  this 
impacted  alterations  in  systemic  inflammatory  markers,  we  split  patients  into 
mild/moderate and  severe disease based on PISA  [26]. Patients with  severe disease at 




















A.  actinomycetemcomitans and P.  intermedia)  in  the  subgingival plaque using 16S  rRNA 
sequencing  (Figure  3). Although  all patients  in  this  study had periodontitis, our data 
suggested varying colonization patterns by P. gingivalis, A. actinomycetemcomitans and P. 
intermedia. At baseline, 13 patients had detectable  levels of P. gingivalis (31%), four had 
detectable  levels of A.  actinomycetemcomitans  (9.5%)  and  24 had detectable  levels of P. 
intermedia  (57%).  In general,  the proportions of  these bacteria decreased  90 days  after 











Having  identified  varying  colonization  patterns  of  P.  gingivalis,  A. 
actinomycetemcomitans and P.  intermedia, we next  sought  to  establish whether antibody 
titres directed against  these organisms, and ACPAs, changed  following  treatment. We 
observed a significant reduction in anti‐P. gingivalis IgG at day 90 (Figure 4A, p < 0.001 
Wilcoxon Signed Rank  test).  In contrast,  there were no significant changes  in antibody 
titres  for anti‐P.  intermedia, anti‐A. actinomycetemcomitans  (Figure 4B,C), p > 0.05  for all, 





















anti‐bacterial  antibodies  and  ACPAs.  Using  the  PISA  grouping  method  described 


















value  [26]. Anti‐bacterial antibodies directed against P. gingivalis  (A), P.  intermedia  (B), A. a  (C) and ACPAs  (D) were 
















observed  in  patients  with  A.  actinomycetemcomitans  and  P.  intermedia  positivity  in 
subgingival plaque (data not shown). When correlated among all patients, we observed 

















association was  found  between  the  abundance  of  species  of  interest  in  this  study  (P. 
gingivalis, P. intermedia and A. actinomycetemcomitans) or with the taxonomic diversity of 
the microbiome at baseline or day 90. 















of  RA  patients  and  their  first‐degree  relatives  (FDR‐RA)  cohorts,  and  supporting 
previously proposed links between P. gingivalis and ACPA [27–31]. 
Limited studies exist  investigating ACPA  in periodontitis patients  following NST, 
(two to the authors’ knowledge), and none have evaluated the entire subgingival plaque 
microbiota [27,32]. In our cohort, three patients were ACPA positive at baseline, and six 
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patients  were  ACPA  positive  at  day  90,  representing  7.14%  and  14.29%  of  patients 
respectively. This value is higher than the general population, where it is believed that 
ACPA positivity is roughly 2.8% using the same CCP2 assay [33]. However, in our cohort, 

















6 months  compared with our  timeframe of  90 days,  and  this  could  account  for  some 
differences  between  study  results.  Interestingly,  we  did  observe  a  weak  association 








that did not have  treatment, as  this  study  focused on  the  effect on antibody  titre and 
microbiome before and after NST. Furthermore, ACPA positivity has been previously 
related to the presence and severity of periodontitis [35]. It is possible that the association 
seen  in  literature  reflects P.  gingivalis  carriage,  rather  than  the  severity of periodontal 
disease. To account  for  this,  future studies should consider swabbing  in areas  such as 
tongue and tonsil for P. gingivalis carriage. 
Our data suggest  that P. gingivalis presence  in subgingival plaques may  influence 
ACPA titre. Although whole microbiome analysis did not identify a correlation between 
any  particular  species with ACPA,  there  appeared  to  be  a weak  correlation  between 
ACPA  titre and anti‐P. gingivalis  IgG, albeit not statistically significant. A  recent meta‐
analysis  showed  that RA patients have an  increased  immune  response  to P. gingivalis 
reflected  through  increased  anti‐P. gingivalis  IgG  titre  compared with healthy  and PD 
controls  [36]. P. gingivalis expresses  the enzyme peptidylarginine deiminase  (PPAD), a 
bacterial virulence factor unique to P. gingivalis that citrullinates epitopes [18]. PPAD is 
hypothesised  to  create  a  citrullinated  antigen  that  acts  as  a  systemic  immunogen 
responsible for ACPA formation in PD patients. Further investigations should identify if 
PPAD activity correlates with ACPA in PD patients. As different P. gingivalis strains have 
different PPAD activity,  there may be variation between patients  that  could  influence 
ACPA titre [27]. ACPA‐positive PD patients could also be tested for ACPA specificities, 
e.g., CEP, citFib, and a non‐citrullinated native protein control, which our study  lacks. 
This will help  further determine whether  the ACPA‐positive patients  found  in our PD 
cohort are specific for bacterial citrullinated epitopes, or are cross‐reactive with human 
citrullinated peptide. 
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Our  results  indicate  that  the  presence,  rather  than  the  relative  abundance  of  P. 
gingivalis  in subgingival plaques  is associated with systemic antibody titres. Whilst the 





significantly  decrease  post‐NST,  and  these  findings  are  commensurate with  previous 





all  patients  had detectable  levels  of  anti‐A.  actinomycetemcomitans  IgG. This  raises  the 
question of the usefulness and accuracy of using serum antibodies to identify periodontal 
disease‐associated  bacteria. We  observed  no  correlation  between  antibody  titres  and 
clinical disease severity, which  is  in contrast with previous studies  [44]. There  is not a 




bacterial  IgG  is  discerned  and  standardised,  clinical  examination  remains  the  most 
accurate way to classify and identify periodontal disease. 
In  conclusion,  the  data  presented  show  evidence  for  a  relationship  between  P. 


















The  number  of  treatment  visits  varied  and  depended  on  patient  preference  for 
treatment schedule, and baseline disease severity. Periodontal parameters were assessed 
at  baseline  (BL)  and  90  days  following  periodontal  treatment  (D90).  Periodontal 
parameters were  assessed  at  six  sites  per  tooth,  including  full‐mouth  plaque  scores 
(FMPS),  full‐mouth  bleeding  scores  (FMPS),  periodontal  probing  depths  (PPD)  and 
clinical  attachment  levels  (CAL).  Following measurements,  the  periodontal  epithelial 
surface  area  (PESA)  and periodontal  inflamed  surface  area  (PISA) were  calculated  as 
previously  described  [48]and  used  as  indicators  of  periodontal  inflammation.  We 
classified 14 patients as having moderate periodontal disease and 22 having severe disease 
using  PISA  values  based  off  a  classification method  described  by  Leira  [27].  Briefly, 






Subgingival  plaque  and  serum  samples  were  collected  prior  to  periodontal 
measurements at baseline and day 90 as previously described [49]. Plaque was collected 
from the deepest pocket in each quadrant using a curette. For serum samples, blood was 









AU/mL, calculated using  the blank mean + SD*5. ACPA was <LOD  in 7 samples  (4 at 
baseline, 3 at day 90), which were given as LOD/2 (1.14743923) for statistical analysis. 
4.4. Anti‐bacterial Antibody Titres 





Coating  concentrations  of  each  organism  were  determined  using  healthy  and 
periodontitis control serum and were selected based on maximising signal‐to‐noise ratio. 
After coating, wells were washed and blocked using 0.1%  foetal bovine  serum  in PBS 
(Gibco, Thermofisher, Loughborough, UK). Serum dilutions were  then added  to wells 
ranging  from  1/50  to  1/400  for  patient  and  control  samples, with  each  sample  being 
assayed in duplicate. Bound antibody was detected using biotin conjugated anti‐human 
IgG antibodies, extravidin peroxidase and TMB  substrate  (Sigma Aldrich, Gillingham, 
UK). Antibody  titres  are presented  as ELISA units  calculated  as previously described 
[27,50]. 
4.5. Analysis of Inflammatory Markers 




















bacterial antibody  titres were performed using GraphPad PRISM version 8.0  (La  Jolla, 
California, CA, USA).  For  comparison  of  clinical  parameters  at  baseline  and  day  90, 
Wilcoxon sign rank test was used for non‐normally distributed data. For comparison of 
ACPA  and  anti‐bacterial  antibody  titres, Wilcoxon  Signed Rank  tests were  used.  For 
correlation analysis between  clinical  characteristics, ACPA  and anti‐bacterial antibody 
titres, Spearman–Rho correlation coefficient was used. For analysis of ACPA and anti‐
bacterial antibody titres with subgingival plaque positivity and ACPA with anti‐bacterial 
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